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PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL SINDROME RESPIRATORIO Y 
REPRODUCTIVO DEL CERDO (PRRS) CON EL USO DE INMUNOGLOBULINAS 
OBTENIDAS DE LA YEMA DE HUEVO PROVENIENTES DE GALLINAS ^ 
HIPERINMUNIZADAS CON EL VIRUS DE PRRS. 

5 

Campo de la invencldn: 

La presente invenci6n consiste en proporcionar un nuevo m^todo de tratamiento y 
10 prevenci6n de! Sfndrome respiratorio y reproductfvo del cerdo (PRRS por sus siglas en 
(ngl6s) a base de la administracl6n parenteral de inmunoglobulinas obtenidas de la yema 
de huevo provenientes de gallinas hiperinmunizadas con el virus de PRRS. 

Antecedentes de la fnvencl6n. 

15 

El Sfndrome respiratorio y reproductivo del cerdo (Porcine Reproductive and Respiratory 
Syndrome en ingl6s) es una enfemiedad severa en los cerdos, la cual fu6 reportada en 
los Estados Unidos en 1987 y posteriormente se identificb en muchos otros pafses 
europeos. En 1991 Holanda report6 el aislamiento del agents etlol6gico llamdndole virus 
20 Letystad y debldo a la sintomatologfa que presentaban los cerdos se le conocfa como 
Sfndrome respiratorio y/o aborto epidemic© del cerdo (Porcine Epidemic Abortion and 
Respiratory Syndrome en ingl6s) 

Existen dos formas de protecci6n contra agentes infecciosos en los' animales: se les 

puede exponer a antfgenos derivados de un agente infeccioso para estimular una 
25 reacci6n inmunitaria protectora o bien se les puede administrar un anticuerpo preformado 

que se haya obtenido de algOn sujeto inmune. La primera forma se logra por medio de 

vacunas que pueden ser de diferentes clases : virus o bacterias vivas liofilizadas, virus o 
I bacterias muertas en emuisiones oleosas, y recientemente la creaci6n de vacunas 

clonadas y recombinantes. Cada una de ellas presentan ventajas y desventajas en 
30 cuanto protecci6n, respuesta inmune y duraci6n de la proteccit^n. Adem^s, en algunos 

casos se presentan leslones indeseadas en el hu^sped a causa del virus vacunal 

CTizardJ.R. 1998) 

La segunda forma de protecci6n tambi^n llamada inmunidad pasiva involucra la 
transmisi6n de anticuerpos especfficos contra agentes infecciosos a^n hu6s[^r' . *. 
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Tradicionalmente, a nivel investigaci6n, tos anticuerpos son elaborados principalmente 
en mamfferos y en menor frecuenoia en aves. Los tipos de anticuerpos que se elaboran 
son monocionales y policionales en mamfferos y policlonales en aves (Larsson, et al 
1993) 

S En el caso de las aves, el polio es la Onlca especie de la cual se obtienen anticuerpos en 
forma mds accesibles y aitamente definido. El principal anticuerpo s^rico presente en el 
polio es la IgG aunque la IgG es transportada al huevo de una manera similar a la 
transferencia de la IgG de mamfferos a trav^s de la placenta. 

En el huevo la IgG se encuentra en mayores concentracl6n en la yema, no obstante se 
TO encuentran pequenas cantidades de IgG en la clara; e incluso sus cantidades son 
mayores en la yema que en el suero de la gallina (Larsson.et al. 1993) 
Para darse una idea de la cantidad de anticuerpos elaborados en gallina se tiene que 
una ponedora produce aproximadamente de 5 a 6 huevos por semana con un volumen 
de yema de aproximadamente de 15 ml, por lo tanto, en una semana una gallina produce 
1 5 anticuerpos en yema equlvalente a 90-1 00 ml de suero o 1 80-200 ml de sangre completa. 
Esto podria compararse con los 20 ml de sangre completa que otorga un conejo 
inmunizado por semana Obviamente si se utiliza animates m^ s grandes como caballos o 
vacas la cantidad de suero y de anticuerpos es mayor que en el huevo pero es mds 
costoso y mds doloroso para los animates. 
20 Entre sus ventajas los anticuerpos de yema de huevo de gallina se encuentran: 

1. No fijan el complemento / 

2. No se unen a la Protelna A de Staphilococcus aureus / 

3. No reacciona con el Factor Reumatoide 

4. Debido a su diferencia fiIogen6tica con los anticuerpos de mam|feros la IgG no 
25 muestra reacci6n cruzada con los anticuerpos de mamfferos. 

^ 5. Bajo costo de obtenci6n 

En aftos recientes se han empleado anticuerpos de yema de huevo (Inmunoglobulinas ) 
como herramientas de diagn6stico y terapla (Schmidt,et al. 1989). Es asf que 
aprovechando su diferencia filogen6tica con las inmunoglobulinas de mamfferos, las Ig's 
30 han presentado varies ventajas cuando se han usado en inmunodiagn6stico. Por ejempio, 
las ig's de yema se han empleado para detectar varies virus mediante las t^cnicas de 
ELISA, inmunodifusi6n, Inmunofluorescencia y fijaci6n de complertentq: Dada:.sa3Di5ijO'^IA 
punto isoetectrico comparado con la Ig de humanos, se emptea'n'Vrf'l^^ 

'LlQiiiiiMiiiiP 
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electroforesis para la cuantificaci6n de inmunoglobulinas en suero de varios animales 
(Altschuh.D. 1984, Larsson, et al. 1988. Larsson. et al. 1992. Larsson.et al. 1993, 

Schade.R. 1996). 

En cuanto a su aplicaci6n terap6utica. las Ig's se han empleado como inmunoterapia en 
5 diferentes campos de la clencia como por ejempio la admlnistraci6n de Inmunoglobulinas 
de yema de huevo por vfa oral ha prevenido infecciones por rotavirus en ratones, 
bovinos, y cerdos entre otros (lkemori,et al 1992. Kuroki.et al. 1994. Marquardt.et al 
1998). Asimismo se han empleado como antivenenos contra vfboras y escorpiones los 
cuales se pueden inyectar para neutralizar las toxinas sin riesgo de las reacciones 
10 anafil^cticas comunes encontradas con loa antivenenos elaborados en caballo (Larsson, 
et al. 1993) 

Una aplicaci6n m6s ha sido para prevenir la caries en humanos provocada por 
Streptococcus mutans (Hatta. H. Et al 1984) 

15 Objetos, USDS y ventajas de la presente invencidn 

Un objeto de la presente invencibn, as el de proporcionar un m6todo de 
prevencibn.y tratamiento del PRRS. mediante la administracidn parenteral de 
inmunoglobulinas especlficas contra el agente causal, obtenidas de la yema de huevo de 
20 gallinas hiperinmunizadas con uno o m6s virus de PRRS y su posterior demostraci6n de 
su presencia en la sangre de los animales tratados.. / 

Otro objeto de la invenci6n es proporcionar ganancia en p^ de los animales 
tratados con inmunoglobulinas especlficas contra PRRS 

AOn mds. dentro de la invencidn, se reclama el uso de las inmunoglobulinas de 
25 yema de huevo contra PRRS para eliminar o reducir sustancialmente la signqlogla y 
mortalidad, transmisi6n y prevenci6n del vims de PRRS en animales tratados 

Finalmente . la invencidn se dirige a un procedimiento para preparar un producto a 
base de Inmunoglobulinas especlficas contra PRRS obtenidas a partir de yema de huevo. 
Por medio de la prdctica de la invencidn, se disminuye la diseminacldn del virus 
30 causante del PRRS , adem^s de que se mejoran los pardmetros productivos de los 
animales . Las inmunoglobulinas obtenidas en solucidn acuosa se administran en forma 
parenteral por inyeccidn profunda. C* ^^CfscTARiA 
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Descripci6n detallada de la invenci6n 

Los detalles caracterfsticos de esta novedosa invenci6n se muestrart claramente 
en la sigulente descripci6n y en las figuras que la acompaAan. 

La presente Invenci6n se fundamenta en el hecho de que las inmunoglobulinas 
extrafdas de la fase acuosa de la yema de huevo otorgan protecci6n contra 
enfermedades virales y bacterianas. 



1 0 Programa de inmunizacidn de gallinas. 

Para la obtencibn de inmunoglobulinas (Igs) especfficas contra el PRRS es 
necesario contar con un calendario de vacunaci6n en una parvada de aves tipo SPF 
(Specific Pathogens Free). 

El calendario de vacunaci6n se realiz6 de la siguiente forma: Se administrb una 
1 5 dosis (0.5 ml), de una vacuna emulsionada tipo agua en aceite (70 % aceite y 30 % agua) 
conteniendo virus de PRRS inactivado, a cada una de las gallinas de 8 semanas de edad 
por via subcut^nea en el tercio posterior medio del cuello. El programa completo de 
vacunaci6n incluy6 2 revacunaciones, con una diferencia de 4 semanas con respecto a la 
ultima vacuriaci6n ; es decir, a las 12 y 16 semanas de edad. 

20 

Extracci6n de las inmunoglobulinas de ia yema; 

Existen diferentes m6todos de extraoci6n de Igs a partir de la yema de huevo, en 
esta invenci6n se utillzb el m6todo de Yokoyama (Yokoyama, H. et al 1993.) con la 

N 

modificacl6n de que no se utiliz6 el Avid AL 
25 En forma resumlda el proceso fue el siguiente . La extracci<5n de los 

anticuerpos de la yema consisti6 de dos pasos . En el primer paso la yema se diluy6 1:8 
(libre de clara ) con azida de sodio al 0.0001 % y se almacend en refrigeraci6n por lo 
menos durante 24 hrs. Posterionriente se separb el sobrenadante y se agreg6 
Hidroxipropilmetilcelulosattalato (HPMCP) al 5 % en proporcidn de 0.25 ml por cada 100 
30 ml de yema. Se dej6 reposar por lo menos 24 hrs y se separ6 la cap?i dejfpl<|l<» ,que se 
form6 en la parte superior de la soluci6n. Se filtr6 y se envas6 . Las pruebas de control de 
calidad incluyen : 
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IPrueba de esterilidad (verificar que el producto estdi libre de contaminaci6n por 
bacterias, hongos y levaduras de acuerdo a 9 Code of Federal Regulations de los 
Estados Unidos de America. 

2.Cuantlficaci6n de anticuerpos cx>ntra PRRS. Se utiliza la t^cnica de micro virus 
5 suero neutraHzaci6n m6todo beta (diluci6n de muestra virus constante), utilizando 
microplacas de 96 concavidades de fondo piano y cultivo de c6lulas MA104. Las 
inmunoglobulinas son diluidas desde 1: 40 hasta 1:10240 en la microplaca utilizando 
medio 1 99 como diluente . se agregan 200 DICT 50 (Dosis infectivas en cultivo de tejidos) 
de vinjs de PRRS, se deja incubar a 37 ''C durante 30 minutos y se transfiere la me2x:la a 
10 una monocapa de c6lulas MAI 04 de 24 horas de incubaci6n, dejando incubar por 4-5 
dfas a 37 ""C y 5 % de CO 2 . Un titulo satisfactorio se considera a partir de 1 :40. 

Enseguida se presentan pruebas a manera de ejempio no limitativos, que 
demuestran el uso de las inmunoglobulinas contra PRRS en lechones objeto de esta 
invenci6n. 
IS EJemploi. 

Se colocaron 3 cerdas de 50 dias de edad con un peso aproximado de 20 kg en 
corrales de 2 x 2 m , identlficadas en forma Individual, A una de ellas se les administr6 
una dosis de Ig contra PRRS (5 ml) equivalentes a una dosis de 0.4 ml por kg de peso, 
por vfa intramuscular . A otra cerda se le administr6 el doble de la dosis de Ig contra 

20 PRRS (10 ml) por ia misma vfa. La tercera cerda permaneci6 como control sin 
tratamiento. Antes de la aplicaci6n de las inmunoglobulinas las tres cerdas fueron 
sangradas para determinar los anticuerpos contra el PRRS mediante la prueba de MNT 
para PRRS. Durante 4 semanas posteriores a! tratamiento, las cerdas fueron sangradas y 
se les determin6 los niveles de anticuerpos otorgados por las inmunoglobulinas mediante 

25 la prueba de MNfT contra PRRS en c^lulas MA 104. TambiSn se evaluaron las lesiones 
en el sttio de aplicaci6n y cualquier signo sugestivo de la enfermedad 

La figura 1 presenta los resuttados obtenidos en los cerdos Inmunlzados. Se 
puede observar que con los dos tratamientos empleados de inmunoglobulinas se 
obtuvieron niveles altos de anticuerpos contra PRRS en la primera semana despu6s del 

30 tratamiento y que despu6s existe una disminucibn de manera drdstica, pero aOn m^s 
altos que el cerdo control. Lo que indica que la vida media'^de .los'^'anticuerposiA 
suministrados por la invenci6n permanecen por un lapso de 3 semanas en el torrente 
sangufneo. 1 . .; 

I ■ rr'. ■'• /?o? j; - j 
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Ejempio 2. 

Se utiiizaron 452 lechones de aproximadamente 7 kg de peso y se les administr6 
una dosis de Igs per via intramuscular , repitiendo la dosis a las dos semanas despu6s 
de la primera dosis. Por otro lado se tuvieron 420 lechones sin tratamiento, los cuales se 
5 mantuvieron como control . Los par^nr^etros a evaluar fueron la ganancia en peso, la 
presencia del virus mediante la prueba de PGR y ELISA para PRRS y porcentaje de 
mortalidad. 

La tabia 1 muestra los pardmetros de ganancia en peso y mortalidades en ambos grupos. 

Lo que se observ6 fue que el grupo tratado no tuvo una ganancia en peso como se 
10 esperaba con relaci6n al grupo control, pero si hubo una reducci6n del porcentaje de 

mortalidad de los cerdos en el grupo tratado con Inmunoglobulinas. De igual forma la 

prueba de PGR mostr6 positividad en el grupo control a partir de la semana 4, mientras 

que en el grupo tratado con inmunoglobulinas ta positividad se dio hasta la novena 

semana despu^s del tratamiento con las inmunoglobulinas. 
15 Tabta 1. Diferencias en los par^metros diferenciales entre el grupo tratado con 

Inmunoglobulinas contra PRRS y el grupo control. 





Grupo tratado con 
Inmunoglobulinas 


Grupo Control 


No de Animates 


462 


420 


Peso inicial 


6.17 


/ 6.05 


Peso final 


26.55 


/ 30.55 


Mortalidad 


19 


53 


% de Mortalidad 


4.20 


J 2.62 



La figura 2 presenta los resultados obtenidos de la prueba de ELISA en sueros de 
20 los cerdos tratados y controles, mostrando que hubo una manor exposlcidn de los cerdos 
al agente infeccioso en el grupo tratado con inmunoglobulinas en comparaci6n con el 
grupo control, donde desde la quinta semana se detecta la presencia del virus, mortalidad 
de los cerdos tratados ,asl como la serologia obtenida y la ganancta(|r\!^so.ECRETARfA 

25 li 
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REiVINOICACIONES 

Al haber descrito la presente invenci6n, 6sta se considera como una novedad, por 
lo que se reclama lo contenido en (as siguientes reivindicaclones. 
5 1 . El uso de inmunoglobulinas para el tratamlento de cerdos Infectados con el virus 
de PRRS. 

2. Las inmunoglobulinas de la reivindicaci6n 1, obtenidas por la vacunacibn 
exhaustiva de aves ponedoras ligeras tipo SPF con una vacuna inactivada de 
PRRS. 

10 3. Las inmunoglobulinas de la reivindicaci6n 2 obtenidas por medio de la exlfacci6n 
de la fase aouosa de la yema de huevo 

4. Las inmunoglobulinas de la reivindicaci6n 3, las cuales son obtenidas por el uso 
de azida de sodio a una concentraci6n del 0.001 % e 
Hidroxipropilmetilcelulosaflalato a una concentracl6n de 5 y cuyo tftulo de 

15 anticuerpos para PRRS no debe ser menor de 1 :80 por cada 0.050 ml 

5. Las inmunoglobulinas de la reivindicaci6n 4. donde la cantidad utilizada para 
tratamiento de PRRS en cerdos no debe ser menor de 0.4 ml por kg de peso 
administradas por via intramuscular. 

6. Las hmunoglobulinas de la reivindicaci6n 5, donde son absorbidas y 
20 posteriormente se encuentran en el torrente sangufneo de los animates tratados. 

7. Las Inmunoglobulinas de la reivlndicaci6n 6. dan una protecclcjn contra el virus de 
PRRS cuando son administradas cada 2 semanas por vfa Intf^muscular, 

8. Las inmunoglobulinas de la reivindicaci6n 7 disminuyen la mortalidad en los 



25 



30 



cerdos tratados. 
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RESUMEN 

La presente invenci6n est^i relacionada, con el uso de inmunoglobulinas obtenidas 
de la yema de huevo de gallinas hiperinmuntzadas con el virus de PRRS. Las 
inmunoglobulinas se obtienen por la extracci6n de la fase acuosa de ia yema mediante el 
uso de Hidroxipropilmetilcelulosaftalato a una concentraci6n final de 0.05 % y azida de 
sodio ai 0.001 % . La invenci6n tambi^n se relaciona con la admlnistraciOn de estas 
inmunoglobulinas para la prevenci6n y tratamiento de cerdos infectados con el virus de 
PRRS, con la finalidad de disminulr las mortalidades. ganar peso y disminuir la excrecidn 
viral en los hatos. 



} 



BREVE DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS 



Figura 1. Muestra la cleterminaci6n de anticuerpos en el suero de cerdos tratados con 
dos dosts dtferentes de inmunoglobuiinas aplicadas por vfa intramusculan 

Figura 2. Muestra los resuttados de la presencia de anticuerpos contra PRRS medidos 
por la prueba de ELISA en las cerdas tratadas y en el grupo control 
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FI6URA1 
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FIGURA 2 
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